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【目的】再生医療において、幹細胞を用いた三次元の細胞組織体を生体外で作製する試みが盛んに行われている。三次元細胞
組織体の一つであるスフェロイドは、通常行われる平面培養に比べて生体内に近い状態での培養が可能であるため、再生医療
や新薬開発のための薬剤スクリーニング法などに利用されている。一方で、骨再生医療におけるリン酸カルシウム（CaP）系
人工骨補填材の開発には、実験動物を用いた骨再生能の評価が欠かせないが、動物実験の一部を細胞実験で代替できれば、開
発にかける時間やコストの削減に繋がる。我々はこれまでの研究で、間葉系幹細胞（MSC）とCaP系材料のハイブリッドスフェ
ロイドを構築する技術を開発し、複合化する材料の種類によってMSCの骨芽細胞分化の程度が異なることを明らかにしている。
そこで本研究では、CaP系人工骨補填材の骨再生能について、動物実験を補完する評価法を開発することを目的に、in vivoに
おけるCaP系材料の骨再生能と、in vitroにおけるMSCのハイブリッドスフェロイド培養における骨芽細胞分化の相関性につい
て検討した。 
【方法】in vivo試験として、CaP系材料をマウス頭蓋冠規格化骨欠損部に埋入し、10週後に骨を回収して新生骨の評価を行っ
た。in vitro試験として、マウスMSC株D1細胞あるいはマウス胚由来未分化MSC株C3H/10T1/2細胞と、CaP系材料のハイブリッ
ドスフェロイドを培養し、骨芽細胞分化について解析を行い、in vivo試験の結果と比較した。CaP系材料には、ハイドロキシ
アパタイト（HA）、β-リン酸三カルシウム（β-TCP）、当分野で開発したリン酸オクタカルシウム（OCP）を用いた。培養に
は当分野で開発した酸素透過性スフェロイド培養器（Oxy chip）を用いた。 
【結果】マウス頭蓋冠の新生骨は、OCP埋入群で最も多く形成された。D1細胞またはC3H/10T1/2細胞とのハイブリッドスフェ
ロイド培養では、骨芽細胞分化マーカーの1つであるALP活性がOCP/D1複合体で最も上昇した。骨芽細胞関連遺伝子の１つであ
るオステオポンチンの発現量もOCP/D1複合体、OCP/C3H/10T1/2複合体で最も多かった。in vitro試験での骨芽細胞分化マーカ
ーは、in vivo試験における新生骨量と各リン酸カルシウム群間の大小関係が類似しており、相関係数を求めると高い正の相
関関係が認められたことから、両者の結果には相関がみられることが分かった。さらにC3H/10T1/2細胞において、OCPは用量
依存的にハイブリッドスフェロイドの骨芽細胞分化を促進することが明らかになった。 
【結論】in vitroでMSCとCaP系材料で構成されるハイブリッドスフェロイドの骨分化培養を行い、その骨芽細胞分化について
解析することにより、in vivoでのCaP系人工骨補填材の骨再生能を迅速かつ簡便に評価できる可能性が示唆された。加えて、
OCPはMSCの三次元培養において骨芽細胞分化を効果的に促進する材料であることが示された。本手法は、動物実験を補完する
新たな手法としてとして新規骨再生材料開発への応用が期待される。 
 
 
